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Vaccin T.cLPolio rappel pour une popaUtion primo-vaccinee ou sensibilbee 

La pr^sentc invention concerns un nouveau vaccin multivalent centre au moins 
la dipht^rie, la poliomy^Hte et Ic tetanos, destine a etre utilise comnne rappel vaccinal 
5 chez une personne deji primo-vaccin^e ou sensibi lisee. 

Etat dc la technique 

La diphterie est due k Corynebacterium diphteriae. La transmi^ion est 
10 essentiellement directe par les voies respiratoires, Lcs manifestations cliniques de la 
forme respiratoirc relevent de deux m<5canismes. La proliferation des bacteries au 
niveau de la porte d'entree dctemaine la symptomatologie locale, habituellemeni 
pharyngee (angine pseudo-membraneuse), parfois laryngde (croup)* La diffusion dc 
Texotoxine de certaines souches est responsable d'angine maligne et/ou de 
15 complications viscerales (polynevrite, myocardite, syndrome raalin de Marfan), Dc 
nombreuses Etudes s^rologiques, r^alis6e$ r^cemment dans la plupart des pays 
developpes, ont montr^ que, selon i'age, le sexe et Thistoire epidemique ou vaccinale 
locale, 20 a 80 % des habitants ne sont plus aujourtf hui conectement immunises ; et 
que les sujcts de plus de 50 ans et les sujets fSminins sont particuliirement vulndrables 
20 (Rappuoli et al. Vaccine JJ., 576-577. 1993. Simonsen e?/ ai. Acta Pathol. MicrobioL 
Immunol. Scand, 95, 225-231, 1987. Wirz ei al, Vaccine, j3, 771-773, 1995). Cette 
vuln^rabilite est r^velee ces vingt derni^res annees par la resurgence, parfois 
dramatique de la diphterie dans les pays deveioppes (Galazka et aL, Eur, J, Epidemiol, 
n_, 107-117. 1995). 

25 

Le t^ianos est dti a Clostridium tetartl La forme sporulee, essentiellement 
tellurique^ introduite par effractloa dans Torganisme (blessure, piqflre, brulure ou plaie 
mineure), donne naissance k la forme v6g6tative, Cette forme s^cr^te une endotoxinc, 
la t^tanospasmine. La lyse bactirienne provoque sa diffusion. Neurotrope, la toxine 

30 determine la symptomatologie, c*e$t-a-dire un trismus inaugural et des contractures 
musculaires. Sans iraitement^ I'evolution est fatale par asphyxie ou syncope. La 
vaccination par anaioxine reste la sculc parade. L'immunit^ acquise par primo- 
vaccination decroU avec le temps et necessite des rappels. L*absence ou la pcrte avec ' 
rage de rimmunite a et6 not^c dans la population amiricaine depuis des d&ennies par 

35 plusieurs enquStes s^rologiques {Hilton et a!., Ann. Intern, Med., 1 15, 32-33, 1991). 
En Europe, des enqugtes s6rologiques ont donn6 des r^sultats Equivalents (Kjeldsen et 
ai, Scand. J. Infect. Dis., 20, 177-185, 1988). II est done clair que de nombreux 
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adultes, particulierement les plus de 50 ans ct le$ fcmmes. sont redevenus ou ont 
toujouTS ete vulnerables au tetanos ^ n^cessitent une vaccination par anatoxine. 

La poliomyelite est due au poiiovims, appartenant au groupe des enterovirus. 11 
5 existe trois serotypes, denomnies type U type 2 et type 3. La transmission est 
essentiellement f^cale-orale» directe ou Indirecte, er parfois orale-orale* Le virus est 
douc d'un rropisme intestinal, muscutaire^ meninge ct nerveux. L'infection est, en 
gineral inapparente ou fruste, Cette "poUomydlite-infection" est immunisante, mais 
sans immunity croisee entre les types, et contagleuse pendant plusieurs semaines. Elie 

10 suscite exceptionnellement (1 %o d I % des infections selon Fage et le type) des 
formes meningtes ou paralytiques (paralysie flasque aigufi), Cette "poliomyelite- 
maladie" est toujours grave car il n*existe pas de traitement curatif etiologique. 
Lorsqu*elle n'est pas mortelle par asphyxie (2 a 10% selon I'Sge et le type), elle est 
suivie de sequelles musculaires ou ventilatoires invalidantes. Les echanges humains, 

15 toujours plus nombreux, entre les pays d'endimie et les pays indemnes de 
poliomyelite, exposent ces demiers aux risques d'impoitatioii et de re-introduction de 
souches sauvages, Ces dernieres annees, en d^pii d'un niveau elev<f de couverture 
vaccinal et d'une tr^s faible incidence globale de la maladie, des cas importes et des 
epidemies sont apparues en Europe, en Amerique du Nord et au Moyen-Orient (OMS» 

20 Relev^ Epid^miologique Hebdomadaire, 29, 220-221, 1996), En attendant une 
elimination de la maladie, les nombreux ^changes humains entre les pays d*enddmie et 
les pays indemnes risquent done de provoquer dans n'importe quelle region du monde 
des flamb^es dues k des souches sauvages import^es. Afin de reduire au minimum la 
propagation dc la maladie lors de poussees de ce type, il importe que cous les pays, y 

25 compris ceux oix plus aucun cas de poliomyelite aigufi n'est signals, maintiennent un 
taux elcve de couverture vaccinale dans toute leur population. 

Mis au point par Ramon dans les anndesl930, les vaccins diphtcrique et 
tetanique sont a base d'anacoxines. El les peuvent Stre obtenues par Taction 
30 detoxifiante du formaldehyde sur un concentre de culture de Covyrtebactenum 
cliphteriae ou de Clostridium tetania puis purification. Leurs activites immunisantes 
respcctives sont appreciees in vitro et in mo, Un test de floculation mesure la quantite 
d'anatoxine, exprimee en unit^ de floculation (Lf) par dose (Lyng et al., J. Biol. 
Stand..J5,27.37J987;J.Lyng,BioiogicakJ8, IM7, 1990) 

35 

L'anatoxine tetanique est parfois administree seule. Cependant, cette anatoxine 
est historiquement toujours combin^c, au moins a l'anatoxine diphtcrique. En general. 
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la primo- vaccination t^tanique et dipht^rique est effectuee au cours de la premidre 
ann^e de vie en 3 doses (QMS, WHO/EP/GEN, 953, 1995). SeJon les pays, une dose 
de rappei est administrie au cours de la deuxieme annee ei/ou entre 4 et lOans. 
Parfois, un rappei est ^galement effectu^ entre 11 et I Sans* En outre, I'OMS 
5 recommande, depuis 1987, de vacciner par anaioxine tSianique les femmes en Sge de 
procreer dans les pays en developpement, par 3 doses primo-vaccinales puis 1 dose de 
rappei 1 et 5 ans apr^s. 

La quantity d'anatoxine tetanique (T) par dose vaccinale varie selon les pays de 
10 5 i 20Lf pour une dose de 0,5 ml en primo-vaccin^tion ou en rappei. La 
Pharmacopee Europeennc recommande une activite d*au moins 20 UL 

La quantity d'anatoxine diphtirique (D) par dose vaccinate la plus largement er 
la plus anciennement administrce est celle qui existe dans les combinaisons primo- 
15 vaccinales pediamques : elle varie de 12 i 50 Lf pour unc dose de 0,5 ml (Galazka er 
ai. Vaccine, K 845^857, 1996). 

Pour un rappei vaccinal, la riduction de la quantity d'anatoxine diphterique (d) 
s'est maintenant aussi g^neralisee. La quantity est g^n^ralement de I'ordre de I/IO de 

20 la quantit6 p6diatrique. Elle est ainsi fixee hi Li pour unc dose de 0>5 ml aux US ei 
au Canada, et est recommandee en rappei i partir de Tage de 7 ans (Edsall er aL, Am. 
J- Hyg, 53, 283-295, 1951). En Europe, la quantity d'anatoxine ex Tage inferieur 
d'administration changent selon les pays. La quantite n'esx pas fixee pour la raison que 
ia seule condition impos^e par la Phartnacopee Europeennc porte non pas sur la 

25 quantite mais sur I'activit^ : elle doit Sire en tnoyenne de 2 Ul par dose de 0,5 ml 

Pour les vaccins de rappei destines a une population adulte, I'anatoxine 
diphterique est generalement aussi combinee k I'anatoxine tetanique. 11 est connu que 
cene combinaison rWuit quelque peu la tolerance de Tanatoxine tdtaniqiie seule 
30 (Palmer et al, Br. Med J., 286, 624-626. 1983). Aux Etats-Unis, les rapports 
d'evinements ind^sirables lies aux vaccins T et Td administres chcz les sujets dc plus 
de 7 ans ont ei^ r^cemment analyses (Haber et al, ICAAC» 1996). Le vaccin Td a 
expo$6 davantage que ie vaccin T a une reaction locale, une dyspn^e, une perte de 
connaissance ou une convulsion. 
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Pour ce qui concernc la pollomy^lite, deuK vaccins ont €xi mis au point dans 
les annees 1950 : le vaccin injectable (VPI), inactive au formaldehyde, d^veloppe par 
Salk (Plotkin et al., E.A, Vaccines, ed. Raven Press. 1994), et le vaccin oral (VPO), 
vivant attenue, developp^ par Sabin (Plotkin et ah, supra). Le VPI a permis k tous les 
5 pays d'eliminer la poliomyelite^ tant sauvage que postvaccinale (Murdin ec al.» 
Vaccine, 735-746, 1996), Le mode de production ex la composition du VPI varle 
selon les pays. Les trois types de poliovirus sont ainsi cultiv^s sur Ifgnee cellulaire 
continue VERO, puis purifies et inactives par le formaldehyde, Leur activity 
immunisante respective est appreciee in vitro et in v/va. Un ELISA mesure la teneur 
10 en aniigene viral, exprimee en uriU^s intemationalcs : VOMS rccommande par dose de 
0,5 vcX 40 UI, 8 UI et 32 UI respectiveraent pour les types U 2 et 3. 

^ Le VPI offre deux avantages pharmaceutiques : il est stable et ne n^cessite pas 
dc logistique particuliere. II peut ctre parfois combing a d'autres antigencs. 

15 

La vaccination simultan^e pendant I'enfance centre la poliomy^lite, le tetanos 
et la diphtdrie est une pratique courante depuis des annces dans Ic monde cntier, voire 
depuis des decennics dans la plupart des pays devdoppes, Cette pratique a fortement 
contribue k la reduction considerable du nombre de cas et de morts dus a ces trois 

20 maladies. Cependant, elles n*ont pas disparu. Dans les pays developpes, lorsqu'elles 
surviennent, elles sont d*autant plus graves qu'elles soni plus tardives. Or Timmunite 
acquise par vaccination s'attehae avec le temps. Puisqu'ils ne beneftcient pas d*un 
entretien nature! de cette immunite, les adolescents et les adultes de ces pays 
redeviennent vulnerables. Le maintien de la couvemire vaccinale centre chacune des 

25 trois maladies tout au long de ia vie est desormais une obligation ^pid^miologique. 

Aciuellement, il n*existe aucune combinaison vaccinale centre au moins la 
diphtdrie, le tftanos et la poliomyelite, prevu sp^cialement pour un rappel vaccinal 
chez Tadulte on Tadolescent ^ qui viserait a prolonger une protection conferee 
30 initialement lors d'une primo-vaccination ou une sensibilisationj et qui ininimiserait 
sur cette population les effets indeslrables induits par les vaccins existants. 

Les vaccins p^iatriques injectables du genre TDPolio (T : anatoxinc 
tetanique; D: dose classique d'anatoxine dipht^rique ;, Polio : poliovirus inactives 
35 types 1. 2 et 3), par exemple le vaccin D.T.Polio© (PMsv S.A,, Fraace) ne peuvcnt 
satisfaire ce besoin. En effet. ces types de vaccin sont utilises principalement en 
primo-vaccination pediatrique, II sont depourvus de sels d'aluminium. Its contiennem 
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des quantites trop importantes d'anatoxine diphterique> de Tordre de 100 Lf /ml, par 
exemple. Et ils d^clenchent des reactions indeslrables chez l*adulte (BjCrkholm et ai, 
Eur, J. Clift. Microb., 6, 637-640, 1987), 

5 On ne peut aussi envisager de simplement modifier un vaccin TDPolio cxistant 

afin d*en minimiser !es effets indesirablcs sur une population primo-vaccinee. En 
ef&t, une cible de choix serait par exemple d'y reduire la quantite d*anatoxine 
dipht^rique. Dans ce cas, on n'envisagerait pas de retenir les quantites d*anacoxine 
utilis&s classiquemenl dans un vaccin Td {qui est la seule r^fifrence aciuelle), de 

10 Tordre d*au moins 4 Lf par ml, par exemple, niais plutot dans menre plus, 
probablement plus de 20 Lf/ml, par exemple. En effet, dans im vaccin Td classique 
Tanatoxine dipht^rique est toujours adjuvantee par un sel d'aluminium, ce qui 
renforce son immunogeniciie. Dans un vaccin TDPoHo, le fait de ne pas avoir 
d'adjuvant implique de renforcer la dose d'anatoxine par rapport a celle utilisee dans 

15 un vaccin Td. 

Pour les memes raisons. la simple combinaison d'un vaccin existant du genre 
Td injectable, par exemple les vaccins vaccinol® ou Td-Pur® (Chiron-Behring 
GttiBH, Aiiemagne) ou le vaccin Diftavax® (PMsv S.A., France), avec un vaccin 
20 classique contre la poliomy^lite (PMsv, France), nc pourrait, non plus, conduire a une 
solution sausfaisante. En effet, le choix de chaque constituant dans un tel vaccin, ainsi 
que leur dosage, sont determinants pour I'obiention d'une r^ponse immunitaire 
optimale* ei une minimisation des effets indesirables* 

25 Ainsi par exemple si I'on rajoute de nouveaux antig^nes (Polio) a un vaccin 

Td, la quantite de sels d'aluminium est alors susceptible d'etre insuffisante pour jouer 
un role adjuvant optimal. LMmmunogenicite d'un tel vaccin risquerait d^Stre ainsi 
reduite. Par contre, si Pon veut pallier ce problfeme en augraentant la quantity de sels 
d'aluminium, on risquerait parall^lemeni d'aggraver les reactions ind^sirables li^es a 

30 CCS sels (1,2 a 3 mg par ml dans Ics vaccins Td : Gupta et aL, Vaccine, J3, 1263- 
1276 J 995). 

De meme. si Ton rajoute de nouveaux antigenes (Polio) a un vaccin Td. on 
diminue aussi la charge relative de chaque antigfene T ou d. L-immunogenicit^ d'un 
35 tel vaccin risquerait d'Stre ainsi aussi rdduite. Par contre, si I'on veut pallier ce 
probl^me en augmentant le dosage de chaque antigene, nbtamment celui de 
Tanatoxine diphierique, on risquerait parrallfellement d'aggraver les reactions 



ind^sirables liees a cette anatoxine (Bjorkholm et aLy Eur. J. Clin, Microb,, 6, 637- 
640J987). 

Lc choix de chaque constituant d'un vaccin du type TdPolio, ainsi que leur 
5 dosage, sont done difficiles k cemer, et ne peuvent ^tre dedviit aisemem des vaccins 
existants . 

fl n'existe pas non plus une combinaison vaccinale. utilisable exclusivement 
lors d'un rappel vaccinal chcz Tadulte ou Tadolescent, centre la diphterie, le tetanos, 
10 la poHomy^iite et la coqueluche, voire mime ausst centre I'h^patite A et/pu Th^patitc 
B. 

La presente invention vise ainsi a fournir un vaccin ayant au moins la 
combinaison de base TdPolio, utilisable exclusivenicnt pour un rappel vaccinal chez 
15 une population prime- vaccinae ou scnsibilisee qui^ tout en se distinguant des vaccins 
TDPolio, Td et Polio prdc^dents, pr&ente une immunog^nicite comparable a ceux-ci 
ec en plus minimise leurs effets ind^sirables* 



Resume de T invention 

20 

A cet etTet, Tinvention conceme un vaccin formule pour etre utilisable 
exclusivement comme rappel vaccinal chez une population dej^ primo-vaccinee ou 
sensibilis^e contre au moins le poliovirus, Corynebacterium diphteriae et/ou 
Clostridium tetanl, ledit vaccin comprenant : 

- moins de 1,2 mg par ml de sel d'aluminium, 

- des antigenes immunogenes provenant au moins du poliovirusv de 
Corynebacterium diphtmae et de Clostridium tetania et 

- une quantite d'anatoxine diphi^rique utilisee comme antigSne immunog^nc 
30 de Corynebacterium diphteriae comprise entre 4- 1 6 Lf par ml. 



L'invention conceme aussi une utilisation d*antig^nes immunogenes provenant 
au moins du poliovirus, de Corynebacterium diphteriae et de Clostridium fetarti, pour 
la preparation d'un vaccin formule pour tStre utilisable exclusivement comme rappel 
35 vaccinal chex une population dej4 primo-vacdnee ou sensibilis^e centre au moins Tun 
de ces antigenes, ledit vaccin etant destine i minimiscr les effets rdactogcncs ct/ou 
allergiques induils par ces antigenes. 
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Enfin rinvention conceme un kit phamiaceudque comprenant au moms 2 doses 
injectables d'un vacctn selon la presente inventioa, 

5 Description detail lee dc T invention 

Dans le contexte de la presente invention, on entend par i*expression « une 
population d^ja primo-vaccin^e ou $ensibili$6c », des personnes adultes, adolescentes 
ou juveniles ayant deji ete vaccinees contre au moins le poliovirus, Corynebacterium 
10 diph ferine et/ou Clostridium 'tetarti^ la population preferee etant constituee par les 
adolescents et les adultes, et plus paiticuli^renient Ics personnes agees. 

La presente invention conceme done un vaccin utilisable exclusivement pour un 
rappel vaccinal chcz une population d^jd primo-vaccinee ou sensibilisee, comprenant 
15 un ou plusicurs antigenes immunogines provenant au moins du poliovirus, de 
Corynebacterium diphteriae et de Closiridium ietani 

De pr^ftrence» les antigenes de Corynebacterium diphterim et de Clostridium 
ietani ont pour origine leurs toxines, qui sont detoxifices par le formaldehyde puis 

20 purifiees. Les techniques de detoxification et dc purification de ces loxines sont bien 
connues depuis des d^cennies et sont incorporces par r6fdrcnce dans la description de 
la presente invention, telles que cellcs dicrites par Leong at al.. Science, 220, 815-51 7, 
1983; Ramon G., Ann. Inst. Pasteur, 38, M05, 1924; Raynaud et al.^ Ann- fnst. 
Pasteur, 96, 60-71, 1959 ; ou par Bizzini et al Eur. J. Biochem., Vh 100-105, 1970, 

25 par exemple. Les analogues detoxifids pouvant etre produits par genie gen^tlque sont 
^galement compris dans la presente invention. 

De mfime, les antigenes du poliovirus peuvent etre constitu^s simplement par 
un ou plusieurs types de poljpvirus inactive (voir ci-apres) et/ou par des antigfenes 
30 immunogenes purifi^ du poliovirus tels que ceux deceits par Dclpeyroux et al,, 70, 
1065-73, 1988; EP32386I (Pasteur Instiiut); EP86707 (Pasteur Institut) ; ou dans 
EP65924 (Pasteur Institut). par exemple. 

Pour obrenir des poliovirus inactives, on peut les cultiver sur des lignccs 
35 cellulaires VERO, les purifier, puis les detoxifier avec du formaldehyde, par exemple. 
Les techniques de culture et de detoxification du poliovirus sont bien connues depuis 
des decennies el sont aussl Incorpordes par rdfdrcnce dans la description de la presente 



RCV V0N:EPA-MUENCHEN 05 ;26-ll-98 : 17:20 : +33 043737706l-> +4-9 89 23fi94465;#lC 



8 



invention, telles que celles decrites dans WO9800167 (Connaught); Dulbecco. Nature. 
376 . p.2l6, 1995 ; Cohen, Acta Leiden. 56, 65-83, 1987, et par Salk. Dev Biol Stand.. 
' 47, 247-55, 1981, par exemple, 

5 De pr^fik-ence, on utilise les poliovirus inactives types 1 (souche MAHONEY), 

2 (souche MEF 1) et 3 (souche Saukett). 

La quantity d'anatoxine dipht^rique utilis^e par dose vaccinale comme antigene 
immunogfine de Corymbacterlum dlphteriae doir Stre comprise entre 4 i 16 Lf par 
JO ml, de pr6f6rertce 6-14 Lf, notanament de Tordre de 10 Lf, par exemple. Cette 
quantite permet d'assurer une immunog6nicite optimale, tout en nfiinimisant les efTets 
ind6sirables, commc les reactions reaciogenes ou allergiques aux antigenes, par 
exemple. 

15 De meme la quamit6 d'anatoxine t^tanique par dose vaccinale comme antigene 

immunogene de Clostridim tetarti est comprise entre 6 a 30 Lf par ml, de preference 
8-20 Lf, notammem de l*ordre de 10 Lf , par exemple. Ceite quantity permet d*assurcr 
une immunogenicitd optimale, tout en minimisant les effets ind&irables. 

20 Pour mesurer la quantite d*anatoxine dipht^rique ou t^tanique (Lf), on utilise Ic 

test de floculation decrit par Lyng (J. BioL Stand., 15, 27-37, 1987 ; ou Biologicals. 
18, 11-17, 1990) ou rOMS (Manual for the production and the control of vaccines. 
BLG/UNDP/77.1 et BLG/UNDP/77.2), en prt;nant en compte couiefois que Ton 
rapportc la puretd de Panatoxine utilis^e 4 1500-1800 Lf par mg d^azote pour la 

23 diphterie, ou 1000-1300 Lf par mg d'a2x)te pour le tftanos, avant de mesurer une 
quelconque quantity dans une dose vaccinale. 

Ainsi, une dose vaccinale pour un rappei anti-diptherie, tetanos et poliomyelite 
comprenant une quantite d^anatoxine diphterique inferieure ou superieure au domaine 

30 4-16 Lf par ml, peut ^tre quant meme couverte par la presente invention, dans la 
mesurc ou l*on tombe toujours dans la fourchette de 4-16 Lf par ml si i*on rapporte la 
puret^ de Tanatoxine puriflde i 1500-1800 Lf par mg d^azote. La connaissance de la 
purete de Tanatoxine diphterique utilisee est done diterminantc. A titre dMndication, 
dans la plupart des productions* la puret6 de I'anatoxine diptherique purifiee est 

35 g^ndralement dc Tordre de 1700-1800 Lf par mg d'azoie (source interne). De mgme, 
pour Tanatoxine tetanique, cette purete est dc Tordre de 1300-1400 Lf (source 
interne). 
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En cc qui conceme les poliovirus inactives utilises comme aatigenes 
immunogfines, une dose vaccinaie selon rinvention peut comprcndre 60-120 l)l/ml 
d*antigenc D du poliovirus type 1, 8-30 Ul/ml d'antig^ne D du poliovirus type 2, 
5 ct/ou 16-80 Uf/ml d*antigSne D du poliovirus type 3, par exemple. Les Unites 
Internationales sont d^tcnuindcs scion la mcthodc Sigmoidc- 

Dans un mode d'application particulier dc fa presentc invention, le vaccin selon 
P invention peut comprendre, en outre de la cottibinaison de base TdPolio dccritc ci- 
10 dessus, 0,1 a 60 p.g / ml de Tanatoxine de Bordetella pertussis, 0,1 k 40 ^ig /ml de 
I'antig^ne HBs de rWpaiite B, et/ou 0,1 4 40 fig/ml de virus hepatite A inactive ou 
un antigene dc celui-ci» par exemple, 

La toxine de Bordetella pertussis, y compris les analogues detoxifies produits 
15 par g^nic g^n^tique, peut Stre produite de differentes maniferes. Par exemple, on peut 
cultiver une souche de B. pertussis selon des methodes traditionnelles (Sekura et al.. 
J.BioL Chem., 258, 14647-1465U 1993), on peut isoler Tanatoxine en adsorbant le 
milieu de culture sur une colonne AfFi-Gel Blue® (Bio-Rad Lab, US), puis en I'eluant 
avec une solution riche en sels (par exemple 0 J5 M de chlorure de magnesium), puis 
20 aprfes avoir 6ter les sels, on peut encore ensuite adsorber cex eluat sur une colonne 
d'affinite fetuin-Sepharoiie (compose de fetuin lie a du bromure de cyanogene) puis 
Teluer avec une solution 4M d'un sel de magnesium. La toxine de A pertussis peut 
Stre ensuite d^toxifi^e i I'aide du glutarald^hyde selon une m^ihode modifiee dc 
Munoz et al (Infect. Immun., 33, 820-826, 1981) comme decrit dans la demande dc 
25 brevet PCT/EP97/05378 (PMsv). De nombreuses auues methodes sent encore a la 
disposition de rhomme du metier, comme celles de Irons et ai (Biochem. Biophys, 
Acta, 580, 175-185, 1979), ou celles d^crites dans les breveis US4705686 et 
EP3 36736, et sont incorporces par reference dans la description de la prdsente 
invention. 

30 

On peut produire unc suspension de Pantigene de Th^patite B selon la m^ihode 
decrite dans Ic brevet EP273811 (Pasteur Vaccins), dans laquelle on produit det; 
panicules antigeniques de surface de Thepatite B par expression k parrir d'unc culture 
de cellules CHO tranfectees par un plasmide ponant le gine HBsAg de fa?on k libcrer 
35 les particules de surface antigdniques dans le milieu de culture. D'autres techniques 
sont bien connues de Phomme du metier et sont incorporees par reference dans la 
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description de la pr&ente invention, telles que celles decrltcs dans EP864649, 
UB567 1 1 ou IE48665> par exemple. 

De menie on peut produire un virus de Thepatite A inactive selon le protocole 
5 de Flchniig ef al (Viral Hepatitis and Liver Disease, 87-90, 1988 ; J. Med-ViroL, 22, 
7-16, 1987). D*autres techniques sont bien connues de Phomme du metier et sont 
incorporees par reference dans la description de la presente invention, telles que celles 
d^crites par Wang et ai, Vaccine, J3, 835-40. 1995 ; Shevtsova et aL Zh Mikrobiol 
Epidemiol ImoiunobiolM 2, 55-90, 1995 ; Richtmann erai, J Med Virol. 48, 147-50, 
10 l996;EPI99480;IE48399;oudanslE5019Uparexemple.. 

Le vaccin scion rinvention comprend un ou pkisieurs adjuvants choisis parmi 
les adjuvants rcconnus conimc tcls, notamment tous Ics sels d'aluminium> comme {es 
phosphates et hydroxydes d'aluminium ; Tadjuvant de Freund ; le N-acetylmuramyl- 

15 L-alanyl-D-isoglutanfiyl-I^alaninc-2-[l,2-dipataitoyl-sn-glycdroO-(hydroxyphosph 
ryloxy)] (voir Sanchez-Pescador ei aL, J. Immu., 141^, 1720-1727, 1988); les 
molecules d^rivies de QulUaJa saponaria^ comme le Stimulon® (Aquila, US) ; 
I'Iscoms® (CSL ltd, US) ; toutes molecules k base cholesterol et analogues, comme le 
DC Choi® (Targeted Genetics); le glycolipide Bay R 1005® (Bayers, DE); Ics 

20 antigenes de Lelshmania brasUiensis comme le LelF(nom technique) disponible 
aupr^s deCorixa Corp. (US), les polym^res de la famille de polyphosphazenes, 
comme PAdjumer (nom technique) disponible auprts du «Virus Research Institute » 
(US), par exemple. 

25 Oq peut remarquer que, par rapport aux vaccins TDPolio classique, comme le 

DT. Polio® (PMsv, France), la presente invention propose pour la premifere fois 
Padjonction d'un adjuvant, et notamment un sel d'aluminium. cooDme Phydroxyde 
d'aluminium, par exemple. 

30 Centre toute attente, le vaccin selon la pr&ente invention peut comprendre une 

quantite de sel d'aluminium plus faible que celles rencontr^es dans tous les vaccins 
Td classiques. comme le Td-Pur® ou Diftavax®,alors que Ton auraii pu estimer 
n^cessaire d'en augmenter la charge suite a Padjonction dcs poliovirus inactivcs. Un 
vaccin selon la pr&enie invention peut ainsi comprendre moins de 1 ,2 mg/ml d'un scl 

35 d*aluminium, dc preference moins de 0,8 ou 0,7 mg/ml. par exemple. 
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ITn vaccin selon la prfaente invention peut comprendre d^auires constituants, 
comme des agents conservateurs tels que le 2-phenoxy^tiianol et/ou le formaldehyde, 
des traces d'antibiotiques, etc., par exemple. 

5 Le vaccin selon Tinvenlion peut se presenter sous la forme d*une suspension 

ii\jecTable, faiblement opalescente du &it de la presennce d'un sel d'alumtnium 
insoluble. La dose vaccinale est de priftrence de Pordre de 0,5 ml, contenue dans une 
seringue cn verre pre-remplie. L'administration est cffecluee de preference par vols 
intramusculaire, par exempte dans un des muscles deltoYde. 

[0 " 

L'mventioTi concerae aussi une utilisation d'une combinaison d*antig&nes 
immunogenes provenant au moins du poliovirus, de CorynebaCterium diphteriae et de 
Clostridium tetani pour la preparation d'un vaccin, formule pour Stre utilisable 
exclusivement comme rappei vaccinal chez Tadulte et Padolescent deja primo- 

15 vaccines et/ou sensibilises a au moins Tun de ces antig^nes. Le$ diffcrcntcs 
formulations retenues peuvent etre I 'une de celles decrites ci-dessus, par exemple, 
notamments celles comprenant d*autres antigenes provenant de Bordetelta pertussis, 
de Thipatite A ou de Thepatite B. 

20 Dans un mode d'appHcation particulicr de la prcsente utilisation, plusieurs 

doses de vaccin sont des;tinees a fetre injectees separement k un mSme sujet dans m 
intervalle de temps compris entre 10 jours a 3 mois, de sorte a favoriser une reaction 
immunitaire optimale, et de sorte k minimiser les effets reactogenes et/'ou allergiques 
de ces anilgenes. 

25 

Le vaccin selon I'invention permct de diminuer les effets indesirables induits 
par les vaccins TDPolio et Td existants lorsquUls sont injectees k des sujets adultes ou 
adolescents. On peut ainsi observer une diminution des reactions locales comme un 
engourdissement des membres, des sueurs, de la fievre, des douleurs associes ii des 
30 rougcurs, des nodules^ indurations et/ou ecchymoses/et unc diminution des dyspnees, 
penes de connaissance ou convulsions, par exemple. Ces reactions peuvent eire 
classees parmi les reactions allergiques, voire r6actogencs, aux antigenes et/ou a un 
certains autres composes du vaccin, tel que le sel d'aluminium. 

35 La presente invention est decrite plus en detail dans les exemplcs prescntes ci- 

apres. Les pourcentages sont donnas en poids sauf indication contraire. II va de sol, 
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touiefois, que ces examples sont donnecs i titre d' illustration de Tobjet de Tinvention 
dont lis ne constituent en aucune maniere une limitaiion. 



5 Ex.einple 1 Immunog^nicite du TdPolio svec differentes doses d'anatoxine diphterique 

On prepare de Tanatoxine diphterique (d) cn cultivant la souche IM 1514 N3S 
dans un milieu IMD pendant 15 a 18 h a l&^C, en centrifugeant le milieu, en le 
clarifiant, en le concentrant par ultrafiltration, en le deioxifiant i pendani 4 
10 semaines en presence de 6/1000 de forinaline, puis en purifiant la toxine jusqu'a 
atteindre une purct6 de Tordre de 1 700 Lf par mg d'azote, 

Paralteiement, on prepare de Tanatoxine tetanique (T) en cultivant la souche 
Harvard N''49205 IM 1472C dans un milieu Massachusetts k 35**C pendant 4 jours, en 
15 y ajouiam du NaCl et citrate de sodium, en cenirifugeant le milieu, en le concentrant 
par ultrafiltration, en le detoxifiant pendant 2 semaines a 35°C en presence de 
5,5/1000 de foiTnaline et 5 g^l de bicarbonate de sodium, puis en purifiant la toxine 
jusqu*a atteindre une purete de Tordre de 1 200 Lf par mg d'azote. 

20 De mSme, on prepare les poliovirus inactives types 1 (souche MAHONEY), 2 

(souche MEF 1) et 3 (souche Saukett), selon la m^ihode Salk. 

On melange ensuite les 5 antigfenes immunogSnes ci-dcssus avec de 
rhydroxyde d'aluminium, du 2-ph^noxyedianol, du formaldehyde et de Teau. Pour ce 
25 faire, on sterilise le gel d'aluminium en pr&ence d'eau, on ajuste le pH entre 5,6 et 
6, on ajoute s^quentiellemem TADP et PATP, on ajuste le pH k 6-6,9> on ajoute les 
trois types de poliovirus, puis on ajoute le 2-phenoxyethanol et le formaldehyde. 

Le produit final de 0,5 ml servira de vaccin TdPolio, et contient au minimum 
30 2 UI d'anaioxine diphcerique, au minimum 20 UI d'anatoxine t^tanique purifi^e, 
40 UK 8U1 et 32 UI d*antig6aeD respeciivemeni pour les poliovirus inactives du 
type I, 2 et 3, 0,35 mg tfhydroxyde d*aluminium» 2.5 ]il de 2-phdnoxyethanol. 
1 2,5 t^g de formaldehyde ; et le reste d'cau. 

35 Une etude de phase L a eu comme principal objectif de valider la tolerance 

clinique et biologique de la premiere administration d*un vaccin TdPolio adsorbe. 
Dans ce but, 3 1 adultes volontaires sains ont iii recrutes. Trois lots du vaccin de 
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0,5 ml chacun ont dte utilises. lis ne dlfferaient que par la quaiitit^ d'anatoxine 
diphterique purifiee d^crite ci-dessus; 2Lf, 5Lf et 8 Lf . lis ont ete attrifaues 
sequetitiellemetit i raison de 10 sujets par lot Chaque sujet a etc vaccina par une dose 
d'un lot inject^e dans un muscle dcltoTdc. 

5 

Aucune reaction generate n*a ^te rapport^e dans les groupes vaccina par les 
lots ^ 2, 5 et 8 L£ Au moins une reaction locale a etc rappoiiee au cours de la 
premiere semaine chez 8 sujets du groupe vaccine par le lot a 2 Lf d'ADP^ chez 
6 sujets du groupe vaccina par Ic lot i 5 Lf d'ADP et chez 8 sujets du groupe vaccine 
10 par ie lot a 8 Lf d'ADP, il s*agissait toujours de douleurs, associees a queiques 
rougeurs, nodules, indurations et/ou ecchymoses. Touies les reactions ont disparu sans 
traitement el n'ont pas modifi^ la vie courante des sujets. Aucune reaction n'est 
survenuc au-dela dc la premiere semaine. Aucun 6veneraent ind&irable grave n*a et6 
declare par les invcstigateurs, 

15 

Cette etude a cu aussi comme object! fsecondaire d*evaluer rimmunoginicite 
des trois premiers lots du vaccin adsorb^, Les rfeultats montrent que la r6ponse 
immunitatre aux cinq antig^nes a et^ excellente pour les trois tots . En deph de litres 
initiaux ^lev^s dus au jeune Sgc des sujets et A des vaccinations recentcs, un effei 
20 rappel a 6te obtenu pour chaque amigene, 

Exemple 2 Immunog^nicit^ chez le jeune adulte 

25 L'immunogenicit^ et T innocuite d'un vaccin TdPolio a etc determinee pendant 

un essai clinique chez 508 jeunes adultes. 

Pour chaque sujet, une dose de 0,5 ml d'un vaccin Td (Diftawax®) ou TdPolio 
a ^i^ injects dans Ie muscle deitofde gauche, et une dose de 0,5 ml du vaccin contre la 

30 poliomy^lite (Vpl(g>, PMsv) ou un placebo a ete injecte dans le muscle deltoYde droii. 
Le vaccin adsorb^ Td contieni de Tanatoxine tetanique (activitc ^0 lU), de 
Tanatoxinc diphterique (activity ^ IU)de Thydroxyde d'aluminium 1,25 mg). Lc 
vaccin VPl contient les antigenes des poliovirus du type 1 (40 Vll 2 (8 Ul) et 3 (32 
UI). Le placebo a la mSme composition que le VPI ^ la difference pr^s qu'il ne 

35 contient pas d'antig^nes D. Le vaccin TdPolio a la m^me composition que cclles 
decrites a Pexemple 1 (5 Lf d*ADP). 
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Les anticorps anti-diphtdrie, t^tanos ec poliomy^lite sont detcrminces k partir 
des scrums des sujets par test EL ISA. 

Les resuttats montrent qu'avant vaccination quasiment tous les sujcts ctaient, . 
5 seropositifs en cc qui coacerae TADP (99^2% ont un titre > 0»01 Ul/ml : protection 
possible ; et 92,6% ont un litre > 0,1 Ul/ml : protection assuree). Un mois aprfes [a 
vaccination avec le TdPolio, 99,6% des sujets avaiem un titre d*anticorps > 0, 1 Ul/rat 
ct 82,4% un titre ^ 1 Ul/ml (protection d long tcrme). Au total, 17,4% des sujets ont 
present^ une seroconversion. 

10 

De mSrne, la majorite des sujets etaient seropositifs en ce qui concerne 
Tanatoxine tctanique (99,6% ayant un titre S 0.01 Ul/ml: protection possible; et 
98,4% ayant un titre S: 0,1 Ul/ml : protection assuree), Un mois aprSs la vaccination 
avec le TdPolio. 100% des sujets ont un titre en anticorps > 0,1 Ul/ml, et 99.2% om 
15 un titre ^ I Ul/mi (protection i long tcrme). Au total, 25.2% des sujets ont present^ 
une seroconversion. 

Pour ce qui concerne une protection contre la poliomyeiite la majorite des 
sujets etaient seropositifs en ce qui concerne les trois types de poliovirus. Au total, 
20 99^% des sujets avaient un titre en anticorps ^ 5 pour le type I, 100% pour le type 2 
et 97,6% pour le type 3. Un mois apr^s la vaccination avec le TdPolio, 100% des 
sujets ont un titre S: 5 pour tous ies types de poliovirus avec un litre minimum de 1 20 
pour le type 1, 160 pour le type 2 et 80 pour le type 3. Au total, 63,1% des sujeis 
ayant d^ja un titre eiev^ en anticorps presentent une seroconversion, 

25 

Lorsque Ton compare les resultats obtenus avec le TDPolio et ceux obtenus en 
combinant les vaccins de reference Td et VPI®. on obtient une reponse en anticorps 
equivalente . 

30 

Exemplc3 Innocuite et toierabilite chez le jeune adulte 

L'inocuite et la toierabilite d'un vaccin TdPolio a etc determinee parmi 1742 
jeunes adulte. Chacun de ces sujets a re?u une dose de 0.5 ml injecie dans le muscle 
35 dettoYde gauche du vaccin preseme a I'exemple 1 (ADP : 3 Lf). Les cffcts ont etc 
evaluds 15 minutes apres vaccination, L'effei local, regional et systemiquc ont ete 
evalues pendant le mois suivant la vaccination. 
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L'effet immediat cormnun est Tapparition d'une rougeur au point d*injection 
(0,34% des sujets) et une douleur (0,1 1%). 

5 Lcs cffets communs locaiix pendant le mois suivant ia vaccination sont les 

suivants pour 66% des sujeis : douleur (64,41%), rougeur au point d'injection 
(9,13%), ct nodules sous-cutanes (3,33%) Ces effets ind^sirables apparaissent lcs 3 
premiers Jours suivant la vaccination et durent 2 a 3 jours, 0,S6% des sujets ont aussi 
rapport^ des ^v^nements d'csdSme, d' inflammation, de migraine, d'engourdissemeni 
10 du bras, des contractions involontaires des muscJes et une paraesthesie, 

Les effets communs syst^miques pendant le mois suivant la vaccination sont 
les suivarils pour 18% des sujets: maux de tete (10,5%), nausees ou vomissements 
(2,75%), et malaises (2,41%). Aucun ^vinement d'urticairc ou dc dcmangeaison 
15 g^ndralise n'ont etc rapportcs, Ccs cvenements apparaissent les 3 premiers jours 
suivancs la vaccination et durent 2 i 3 jours. Seul 0,23% des sujets ont une 
temperature depassant ^ 40^*0 durant les 3 premiers jours suivant la vaccination,. 

20 Exemple 4 Inocuite et tolerabiliti du TdPolio versus Td + Polio 
chez les jeunes personnes 

Le vaccin TdPolio decrit h Texemple 2 montre une exccllente tolfirabilitd au 
cours dc l*essai sur 508 jeunes adultes (exemple 2). Les rcsultais sont d'aiHeurs 
25 comparables a ceux obtenus au cours de I'essai d^cric k Pexeniple 3. 

En faisant la soustraction du pourccntagc dc sujets ayant cu au moins un signe 
local ou regional au site dMt\jection du placebo (14,8%) de ceux observes au site 
d'injection du vaccin Polio (36,5%), puis en additionnant cc pourcentage k celui 
30 observe au site d*injections du vaccin Td (66,7%), on observe une difference 
d*environ 8% sur Tapparition d'evenements indesirables (88,4% vs 80,5%), Le vacc in 
TdPolio est done mieux tol^rd que rassociation des vaccins existants. 
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Excmple 5 Immunogenicite chez les personiies au-del^ de 40 ans 

L'immunogenicit^ d Tinocuit^ <J*un vaccin TdPolio a iti ditermtnee pendant 
ua essat clinique chez 1 13 $ujet$ ig6$ au-dela de 40 ans (40 a 78 ans). Tous les sujers 
5 avaient re^u une primo-vaccination (3 doses pendant un an) contre la diphterie, le 
t^tanos et la poUomyelite. la derniere vaccination remontant respectivement k 32 ans 
(minimum 15 ans), 28 ans (minimum 10 ans) et 28 ans (minimum 10 ans). 

Les sujets ont re^u une injection d'unc dose de 0^5 ml du TdPolio d^crir S 
10 Tejcemple 1 (A DP 5Lf) dans te. muscle deltoTde droit, ct 28 jours plus tard une 
deuxi^me injection dans le muscle gauche. Les anticorps anti-diphterie. tetanos et 
poliomyelite ont ete evaluees a partir des serums des sujeis par test ELISA. 

Les resultats montrent que seulement 50% des sujets eiaienc iniiialement 
15 proteges contre le tetanos, mettant ainsi en Evidence Ic declin de Timmunite. 83% des 
sujets ^talent initialement seropositift contre les poliovirus types 1, 2 et 3, Au jour 28 
suivant la premiere vaccination, la proportion de sujets prot^g& contre la dipht^rie, !e 
tdtanos et le poliovirus types I. 2 et 3 etait mont^e i 80,5%, 97,3% et 100%, 
respectivcmcnt. Au jour 56 suivant radministration de la scconde dose, la proportion 
20 de sujets prot^g& contre la diphterie» le tetanos et le poliovirus types 1 , 2 and 3 ^tait 
mont^e a 93,7%, 1 00% et 1 00%, respectivement. 

Exemple 6 Inocuite et tol^rabilite du TdPolio versus Td + Polio 
25 chez les personnes au-deli de 40 ans 

L'inocuit^ et la tolcrabilit^ du vaccin TdPolio decrit a Texemple 5 a 6te 
^valuee. Les resultats montrent un profile de tol^rabilite similaire h celui obtenu avec 
rassociatlon Td + Polio. Le vaccin TdPolio induit cependant moins d'6venements 
30 ind^sirables sdrieux (moins de I ,'8 pour 1 000 injections). 



Exemple 7 Vaccin rappel pour adulte dT.Polio. AcP 

On prepare une suspension vaccinale de 0»5 ml, avec ou sans conservateur, 
35 constitue de 5 Lf d'anatoxine diphterique (ayant une purete de 1700 Lf par mg 
d'azote), 5 Lf d'anatoxine tetanique (ayant une puret6 de 1200 Lf par mg d'azote). 
40 UI, 8 UI et 32 Ul d'antig^ne D respectivement pour les poliovirus inactives du 
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type I, 2 ct 3 ; 6 ng/ml d'anatoxine purifi^e (AcP) de Bordetella pertussis, 0,35 mg 
d'hydroxyde tfaluminmm^ et le reste d'eau. 

On pent aussi ajouter comme conservateur 2,5 \x\ de 2-phenoxYethanol et 
5 12,5 Jig de formaldehyde. 

Les anatoxines diphierique et t^tanique, ainsi que les poliovirus inactives ont 
ixi preparees comme decrit a I 'exemple I . 

10 L'anatoxine de B, pertussis est pr^par^e selon la m^thode de Sekura et ai (J. 

Biol. Chem., 258. 14647-14651, 1993), d6toxifiee selon un protocole modifie de 
Munoz et ai (Infect, lmmun.» 33, 820-826, 1981), puis preadsorb^e sur un gcl 
d'aluminium, 

15 On melange ensuite les antig^nes immunogenes ci-dessus avec de Thydroxyde 

d'aluminium, de I'eau, et le cas ^Want avec les conservateurs. Pour ce faire, on 
sterilise le gel d'aluminium en presence d'eau, on ajuste le pH entre 5,6 et 6» on ajoute 
sequentiellement TADP, TATP et l'anatoxine de B. pertussis, on ajuste le pH ^ 6,8-7, 
on ajoute les trois types de poliovirus, puis Ic ca$ ech^ant on ajoute le 2- 

20 phenoxy^thanol et Ic formaldehyde. 



Exemple 8 Vaccin rappel pour adulte d.T.Polio.AcP.HBs 

On prepare une suspension vaccinale de 0,5 ml, sans conser\'ateur, constitue de 
25 5 Lf d'anatoxine dipht^rique (ayant une puret^ de 1700 Lf par mg d'azote)^ 5 Lf 
d*anatoxine t^ianique (ayant une purete de 1200 Lf par mg d'azote), 40 UI, 8 Ul ct 
32 UI d'antigene D respectivement pour les poliovirus inactives du type 1, 2 et 3 ; 6 
^g/ml d*anatoxine purifiee (AcP) de Bordetella pertussis, 5 ng/ml d'antigene HBs de 
Phepatixe B, 0,35 mg d'hydroxyde d'aluminium. et le resie d'eau. 



30 



Les anatoxines diphterique et tdtanique, ainsi que les polio\irus inactives ont 
etS prepares comme decrit a Texemple L L'anatoxine de B, pertussis a ete pr^paree 
comme decrit i Texemple 7. 



35 



L'antigene HBs a et6 prepare selon la m^thode decrite dans le brevet EP 
273811 (Pasteur Vaccina)* II est stabilise par une preadsorbtion sur un gel 
d^aluminium. 
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On melange ensuite les antigenes immunogenes ci-dessus avec de Thydroxyde 
d'alummiura et de Teau. Pour cc faire, on sterilise le gel d'aluminiam en presence 
d*eau, on ajustc Ic pH entre 5,6 et 6, on ajoute sdquentiellement I'ADP, TATP et 
Tanatoxine de A pertussis, on ajuste Ic pH k 6,8-7, on ajoute les trois types de 
5 poliovirus, on ajuste le pH k 6»8 si n^cessaire, et on ajoute THBs, 

Exemple 9 Vaccin rappel pouradulte iT.PoHo.AcP.HBs.HA 

10 On prepare une suspension vaccinale de 0,5 ml, sans conservateur, constitu6 de 

5 Lf d'anatoxine dipht^rique (ayant une puret^ de 1700 Lf par mg d'azote), 5 Lf 
d'anatoxine tetanique (ayant une puret^ de 1200 Lf par mg d'azote), 40 Ul, 8 Ui er 
32 UI d*antigene D respectivcment pour les poliovirus inactives du type 1, 2 ct 3 ; 6 
Mg/ml d*anatoxine purifiee (AcP) de Bordmlla perntssls, 5 (ig/ml d'antigene HBs de 

15 rhepatitc 5 fig/ml de virus de Thepatite A inactive, 0,35 mg d'hydroxyde 
tfaluminium, et le reste d'eau, 

Les anatoxines dipht^rique et t^tanique, ainsi que les poliovirus inactives ont 
et6 prdpards conime d^crit a Texempte 1. L'anatoxine de B, pertussin a $te preparee 
20 comme decrit k Texemple 7. L*antig^ne HBs a ete prepare comme decrit k Texemple 
8. 

Le vims inactive de TWpatite A est prepare selon la methode de Flehmig et aL 
(supra), 

25 

On melange ensuite les antigenes immunogenes ci-dcssus avec de I'hydroxyde 
d'aluminium, les conservateurs et de Teau. Pour ce faire. on sterilise le gel 
d'aluminium en presence d'eau, on ajuste le pH entre 5,6 et 6, on ajoute 
sequentiellemen: TADP, I'ATP et Tanatoxine de B. pertussis, on ajuste le pH i 6,8-7, 
30 on ajoute les trois types de poliovirus, on ajuste le pH i 6,8 si necessaire, puis on 
ajoute s^quenciellement THBs et le vims de J'hepatite A inactive. 



1 
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Revendications 



L Un vaccitt formule pour etre utilisablc cjtclusivement comme rappel vaccinal chez 
une population dej^ primo-vaccinee ou sensibilis^e centre au moins le poliovirus, 
5 Corynebacterium diphteriae et/ou Clostridium tetania ledlt vaccin comprenant : 

" moins de 1 ,2 mg par ml dc sel d*aluminiutn» 

- des antigtoes immunog^nes provenant au moins du poliovirus, de 
Corynebactetium diphteriae et de Clostridium tetani, et 
10 - une quantite d*anatoxine dipht^rique utilisec comme antig^ne ioimunog^ne 

de Corynebacterium diphteriae comprise entre 4-16 Lf par ml. 

2, Un vaccin selon la revendication 1. caracteris^ en ce que la quantity d'anatoxinc 
dipht^rique est comprise entre 6 a 14 Lf par ml. 

13 

3. Un vaccin selon la revendication 2, caract^rise en ce que la quantite d'anatoxine 
diphterique est de Tordre de 1 0 Lf par ml 

4, Un vaccin selon la revendication I caract^rise en ce quMl comprend en outre au 
20 moins un antigfene choisi parmi les antigJnes ^tBordetella pertussis^ de Thipatite 

A ou de 1'hcpatite B. 

5. Utilisation d'antig^nes imniunogenes provenant au moins du poliovlnis, dc 
Corymbact&rium diphteriae ei de Clostridium tetam, pour ia preparation d'un 

25 vaccin formul6 pour fitre utilisable exclusivement comme rappel vaccinal chez une 
population primo-vaccin6e ou sensibilisee centre le poliovims, 

Corynebacterium diphteriae et/ou Clostridium teianl, ledit vaccin ^tant destine a 
minimiser les effets r^actogenes et/ou allergiques induits par ces antigenes. 

30 6. Utilisation selon la revendication 5 pour la preparation d^un vaccin selon Tune des 
revendications I ^ 4, ledii vaccin etant destine a minimiser les effets r^actogencs 
et/ou allergiques induits par ces antig^nes et'ou les scls d^aluminium. 

Utilisation selon la revendication 5» pour la preparation d*au moins deux doses de 
35 vaccin destinees a etre injecties s6par6ment h m m^me sujei adulte dans un 
intervalle de temps compris entre lO jours 4 3 mois, iedlt vaccin 6tant desiin^ a 
minimiser les effets reactogenes et/ou allergiques induits par ces antigenes. 
8, Kit pharmaceutique comprenani au moins 2 doses injectables d'un vaccin selon 
Pune des revendications I a 4. 
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Vaccin T«d.PoHo rappel pour une population primo-vaccinee ou sensibilis^e 

Un vaccin formula pour Itrc utilisable exclusivement comme rappel vaccinal chez une 
population primo-vaccinee ou sensibilisee centre au moins le poliovirus, 

5 Cofynebacteriitnt diphteriae et/ou Clostridium tetani, ledii vaccin comprenant : moins 
de 1,2 mg par hdI de sel d*aluminium; des antigenes itntnunogfenes provenani au 
moins du poliovirus, de Corynebacterium diphteriae et de Clostridium letani ; et une 
quantite d'anatoxine diphterique utilis^e comme antigene immunogene de 
Corynebacteriiim diphteriae comprise entre 4-16 Lf par mL Utilisation d'antigines 

10 immunogenes provenant au moins du poliovirus, de Coiynebacterium diphteriae et dc 
Clostridium retani, pour la preparation d'un vaccin forraule pour etre utilisable 
exclusivement commc rappel vaccinal chez une population dijh primo-vaccin^e ou 
sensibilisee centre le poliovirus, Corynebacterium diphreriae et/ou Clostridium tetani, 
ledit vaccin etant destine k minimiser les effets rcactogines et/ou allergiques induits 

15 pai- ces antigfene&.Ku pharmaccutique comprenant au moins 2 doses injectablcs d'un 
vaccin. 
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OFFICE EUROPEEN DES BREVETS 

Erhardstr 27 
D-8000 WlUNCHeN2 



Lyon, le 26 novembre 1998 



Par Wecopie 00.49,89.2^4465 

27 pages 



Objet: Dentande de brevet 

N05R6f.; TH005/EP 



Monsieur, 

Ci-joint un6 requSte en dSlivrance d'une demande de brevet. 

Nous vous en souhaitons bonne reception, et vous prions d*agreer, nos 
sinc^res salutations. 




Florent GROS 

Directeur Propri6t& Intellectuelle 
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